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Cabinet ou Soci6t6 



N °de pouvoir permanent eVou 
de lien contractuel 



Adresse 



Rue 



Code postal et vllle 
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1 Nom 

1 OU denomination sociate 


UNIVERSITE VICTOR SEGALEN 


1 Pr^noms 




1 Forme jurtdlque 


claDiiSSsnisni nuuiic 


1 SIREN 


1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i t 

1 1 1 1 1 1 1 — 1 — 1—1 - • - 


1 CodeAPE-flAF 


] LJ 1 1 — — — ^ 


1 Doinicile 


•Rue 


146, Rue Leon-Saignat ^ 


1 OU 


Code postal et ville 


I 1 I n 1 7 1 ft 1 BORDEAUX * 


1 siege 


Pays 


PRANCE "Z. 


1 Nationaiite 


FranQaise ' 


1 N"* de telephone \factdtatij) 




1 N"" de telecopie [facultaHj) 




1 Adresse electronique \facuUatiJ\ 








1 Nom 

1 OU denomination sociale . _ 


UNIVERSITE DE POITIERS 


1 Pr^noms 




1 Forme juridique 


Etabllssement Public 


1 N"" SIREN 


1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 


j Code APE-NAF 


1 1 1 1 1 


1 Domicile 

1 OU 

1 si^ge 


Rue 


H6tel Pinet 

15 Rue de mdtel Dieu 


Code postal et ville 


|8,6,0i3i4| POITIERS CEDEX 


Pays 


FRANCE 


1 Nationality 


Frangaise 
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1 Adresse Electronique tfaad(aUj\ 
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^HAUCELLE 


VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE UINPI 
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Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour tes donn^es vous concernant aupr^s de TINPI 




Criblage de molecules Sl activity ant i -prion : 
kits, m§thodes et molecules cribl€es. 

La presente invention se rapporte a du criblage de molecules S. 
5 activite anti-prion. Elle vise plus particulierement des kits 
de criblage de molecules a activite anti-prion, les methodes 
de criblage, et une famille de molecules a activity anti-prion 
mise en Evidence a I'aide du crible selon 1' invention. 

10 Les prions sont des protSines infectieuses responsables chez 
les mammifdres de certaines maladies neuro-dggeneratives de 
type encephalopathies spongiformes comme la maladie de 
Creutzfeldt -Jakob chez I'homme ou encore les maladies dites 
« de la vache folle » chez les bovins ou 4c tremblante du 

15 mouton » chez les ovins, Ces diffgrentes maladies sont 
provoquees par des agents infectieux non convent ionne Is : & la 
difference des agents infectieux traditionnels (bacteries, 
virus par exemple) , ils ne contiennent pas d'acides 
nuclgiques. Le Professeur Stanley Prusiner a formule 

20 I'hypothese de <c la prot^ine seule », selon laquelle 1' agent 
infectieux ne serai t const itue que d'une proteine. Cette 
protSine existe naturellement dans les cellules sous une forme 
<c normale » (ou PrP^) , c'est-S-dire soluble, essentielleraent 
sous forme d'helice a et non agrSgee done f onctionnelle . Dans 

25 certaines conditions encore inconnues, cette proteine peut se 
transformer en une forme prion (ou PrP^*^) . Sous cette forme 
prion, la proteine forme des agregats insolubles, 
essentiellement sous forme de feuillets p. Le caractere 
infectieux de cette conformation prion PrP^^ viendrait du fait 

30 que, outre les caracteristiques indiquees precedemment , la 
proteine sous forme prion gagne egalement la capacite a 
catalyser le passage de la forme cellulaire normale PrP^ vers 
la forme prion PrP^^ dans un m6canisme de type « boule de 
neige ». 
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La levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae contient 
plusieurs proteines se comportant comme des prions (Fernandez- 
Bellot et Cullin, 2001). D^s les aim€es soixante, deux 
5 ta^canismas g^n^tiquea non convent ionnels y sent d^crits . En 
1994, les ph^notypes correspondants [PSX.] et tURE3] ont 6^6 
proposes comme resultant de 1 ' inactivation auto-catalytxque 
des proteines Sup35p et Ure2p respect ivement . Ces proteines 
prions pr^sentent done a priori une analogie mScanistique avec 
10 les systSmes mammif^res deletSres pour la santi publique. A 
I'instar de la prot^ine PrP, la prot^ine Sup35p . normale » 
passe d'un ^tat soluble a un ^tat insoluble et agr^g^ d^s que 
la prot^ine est en contact avec une autre prot^ine Sup35p sous 
la forme prion. Get #tat agr^g^ est v^rifi6 tant par des 
15 experiences de centrifugation que par des experiences de , 
localisation intracellulaire . Les prions de la levure peuvent 
gtre glimin^s (<c cures ») par une forte dose (1 a 5 mM) de 
chlorure de guanidium. Suite a un tel traitement (qui doit ,^ 
Stre appliqu6 sur au moins six a dix generations) , les 
20 agregats prot^iques gin^res par la presence des prions ^ 
disparaissent et la proteine en question (Sup35p, par exemple) 
se retrouve sous une forme normale, soluble, fonctionnelle 
mais ayant conserve la susceptibility^ d'etre convertie sous 
unV'fornie ' prion si elle se retrouvait a nouveau en contact 
25 avec une autre proteine Sup35p dans un tel etat . 

La proteine Sup35p, en complexe heterodimerique avec la 
proteine Sup45p, forme un facteur de terminaison de la 
traduction. Ce facteur reconnait les codons stop opales (UGA) - 
30 sous sa forme cellulaire normale (soluble et active) dans les 
souches [psi-], Sup35p, en association avec . Sup45p termine 
efficacement la traduction au niveau de ces codons opales. 
Dans une souche [PSI^] oxl la proteine Sup3 5p est sous forme 
prion, elle est majoritairement presente sous forme d'agregats 



insolubles. Ne pouvant pas se lier ^ Sup45p, elle est axnsx 
non fonctionnelle dans la terminaison de la traduction. Una 
petite fraction de 1' ensemble des prot^ines Sup35p cellulaires 
reste toutefois soluble dans ces cellules [PSX.l elle 
permet, en complexe avec Sup45p, d' assurer un .service 
minimum * de terminaison de la traduction, service essentiel a 
la survie de la levure. Un syst^me colorim^trique permettant 
de dStecter, de fagon indirecte, la forme sous laquelle la 
protiine Sup35p est prSsente : normale ou prion, a M 61abore 
_ a partir de _ces constatations . _Ce systdme, d^crit depuxs 
"longtemps '(^olr r- artTcle de' sy^^^^^ par Fernandez iBellot" ef 
Cullin, 2001), est bas^ sur I'utilisation de 1' allele adeI-14 
du gene ADEl. codant pour une enzyme de la voie de biosyntlxSse 
de 1' adenine : la SAICAR synthetase. Cette enzyme catalyse la 
formation de 4- (N-succinocarboxamide) -5-aminoimidazole 

ribonucleotide (SAICAR) I. partir de 4 -carboxy- 5-aminoimidazole 
ribonucleotide (CAIR) . L' allele adel-14 contient un codon 
opale dans le cadre de lecture du g^ne ADEl . Dans une souche 
[psi-1, SUP35P en association avec Sup45p va done arriter la 
D traduction du gSne ADEl au niveau de ce codon stop. La 
proteine adel-14p ainsi traduite sera tronqu6e et done non 
fonctionnelle. En consequence les substrats en amont de 
I'enzyme Adelp vont s' accumuler , notamment la 5-aminoimidazole^ 
ribonucleotide (AIR). L'AIR etant oxyde en un compose de 
25 couleur rouge, les colonies formees par les cellules [psi-1 
seront de couleur rouge. En outre, ces cellules seront 
auxotrophes pour I'adenine. A I'inverse, dans une souche 
la proteine Sup35p est essentiellement presente sous 
forme d'agregats done incapable de s'associer avec Sup45p pour 
30 stopper la traduction au niveau du codon opale de 1' allele 
adel-14 du g§ne ADEl. En consequence, les ribosomes vont faire 
une pause au niveau de ce codon stop avant de reprendre leur 
activite de traduction (trans lecture) . Une certaine guantite 
de proteine Adelp fonctionnelle sera done synthetisee, les 
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cellules seront autotrophes pour 1' adenine et fortneront des 
colonies de couleur blanche a ros^e. 

Dans ^m article paru dans P.N.A.S, I'equipe du Pr. Stanley 
Prusiner divulgue un test de detection de molecules a activity 
anti-prion (Korth et al., 2001): Ce test est effectue sur un 
module de mammif^res (neuroblastomes murins infectes par 
PrP-). Les conditions de s^curiti (laboratoire P3) et de 
cultures cellulaires (manipulations assez lourdes) ne 
permettent pas de r^aliser du criblage a haut d§bit . 

La demande WO 98/30909 d€crit ggalement un proc6d€ de criblage 
de molecules a activite anti-prion r^alis€ sur des rongeurs 
infectes par un agent transmissible non convent ionnel . Cette 
methode de criblage presente les mSmes limites que la m€thode 
dficrite dans P.N-A.S, 

Les travaux des inventeurs les ont amenes a realiser un 
systdme de criblage haut dSbit pour mettre en evidence des 
molecules poss^dant une activity anti-prion, bas6 sur le 
systeme rapporteur color im^trique de la proteine Sup3 5p, 
decrit ci-dessus. 
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La presente invention est done relative h un kit de criblage 
de molecules a activity anti-prion, caract^risg en ce qu' il 
comporte en combinaison une levure de phenotype [PSJ+] avec un 
antibiogramme . 

Bien que base sur les prions des levures, le kit selon 
1' invention permet d' isoler des molecules actives centre les 
prions de mammif dres . L' exemple 7 suivant montre que les 
molecules les plus actives isolees par le Pr. Prusiner 
pr€sentent ggalement une activity dans le crible selon 
1' invention. 



Pourtant, on obseDTve de nornbreuses differences entre les 
prions de levure et les prions de mammif dres , Dans \m article 
de la revue « Cellular and Molecular Life Sciences », le 
Professeur C.Cullin propose mgme au vu de ces differences de 
distinguer les prions de levures de ceux des mammifdres en 
employant le terme de « propagons » . Comme differences 
notables entre les <c prions » (mammi feres) et les 
<c propagons » (levure) / on peut citer le caractdre 
cytoplasmique des propagons alors que le prion PrP des 
maTtimif Sres est vine protSine ancr^e a la membrane plasmique, le 
caractSre pathologique des prions de mammifdres, ainsi qu'un 
certain nombre de differences biophysiques (structure temaire 
et quatemaire, reversibility du curage,..) 

L'un des principaux avantages d'un tel crible reside dans sa 
parfaite innocuite ce qui permet de le realiser dans un 
laboratoire de biologie moleculaire classique de niveau Li2 , et 
non, comme requis dans les techniques anterieureS/ dans un 
laboratoire de niveau P3 . 

De plus, la grande facility d' utilisation et le tres faible 
coflt de ce kit rend le criblage a haut dSbit realisable. 
L' utilisation de 1' antibiogramme permet en outre de tester en 
une seule exp€rience un gradient de concentrations, 
contrairement aux tests classiques, dans lesquels seule une 
concentration est testae. Pour chaque molecule dont on teste 
1' activity anti-prion, 1 ' utilisation de 1' antibiogramme permet 
egalement d' avoir des informations sur la toxicity du produit 
ainsi que sur le rapport activite/concentration, et de 
determiner ainsi la meilleure concentration efficace. 




Selon un mode de realisation pref§re, la souche [PSJ+] 
utilises dans le kit selon 1' invention porte une inactivation 
du gSne ERG6 . 

Ha effet, les levures sont naturellement assez peu perm^ables. 
En particulier, la leviare preferee pour la mise en oeuvre de 
1' invention, Saccharomyces cerevisiae, presente une 
imperm^abilite telle que la realisation d'un criblage s'avere 
particulidrement peu efficace sans cette inactivation. 

La m^thode d' analyse du crible selon 1' invention est visuelle. 
Selon I'activite anti -prion de la molecule testSe, les 
colonies de cellules auront une coloration rouge, rosee pu 
blanche, Le choix de la souche de levure peut permettre 
d'ameliorer le contraste entre les colonies. En effet, 
certaines souches dites « Strong » facilitent 1' analyse 
visuelle- du crible. De telles souches possddent un fort niveau 
d'agr^gation des formes prions. A contrario, la souche sera 
dite « Weak ». Les souches preferees pour la mise en oeuvre de 
1' invention sont done les souches de type « Strong »• 

D'autres levures peuvent egalement §tre utilisees. On citera a 
titre d'exemples : Kluyveromyces lactis, Pxchia methanolica, 
Saccharomyces ludwigll, Kluyveromyces marxianus, Pichia 
pas tori s, Zyg'osaccharomyces roxixi, Schizosaccharomyces pombe. 

Etant donnS. la l^talite synth^ticjue observ6e entre 
1' inactivation du gene ERG6 et 1' inactivation du gdne TRPl, le 
gdne ERGS pourra §tre delate en utilisant le gene TRPl comme 
marcpieur de deletion. 

Avantageusement , le kit comporte en outre un agent de curage 
des prions a doses sub-ef f icaces . 




Par curage, on entend une Elimination des formes prions dans 
les cellules de le^/ure. Cette Elimination peut etre temporaire 
ou definitive. 

5 A titre d'exemple, un agent de curage pour le prion peut etre 
I'eau oxygEnEe ou pref erentiellement , le chlorure de 
guanidium . 

Par doses sub-ef f icaces, on entend des doses qui utilisees 
10 seules ne suffiraient pas a curer les prions ^s 

valeurs de telles doses sont donnEes, dans les exemples qui 
suivent/ pour le chlorure de guanidium. 

Les interets de la presence d'un agent de curage k des doses 
15 sub-ef ficaces sont de renforcer la sensibilite du crible et 
d'obtenir un meilleur contraste. 

Le kit selon 1' invention peut §tre mis en oeuvre dans une 
methode de criblage de molecules a activite ant i -prion. Cette 
20 mSthode de criblage, egalement visEe par 1' invention, est 
caractErisee en ce qu'elle met en oeuvre la levure de 
phenotype [PSJ+] et comporte les Etapes suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro 

b. depot des composes Sl tester selon la methode de 
25 1 ' antibiogramme , 

c. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 20-25<>C, 
et , 

d. analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

30 Cette methode possede des avantages analogues a ceux du kit 
selon 1' invention. II s'agit d'un test visuel, tres facile a 
analyser, Sa mise en ceuvre est tres simple et peu onereuse. 
Les precautions relatives a la securite sont celles d'un 
laboratoire classique de biologie raoleculaire. Elle permet le 
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criblage massif : une personna seule peut cribler manuellement 
plus de 400 produita par jour. Un criblage de tr^s haut d€bit 
serait possible par autotnatisation de la m^thode. Le resultat 
du crible est revile au bout de 7 jours, sans qu'il soxt 
n^cessaire de recourir a des manipulations lourdes entre le 
jour J et le jour ( event uellement un changement de 

temptoture de 1 ' incubateur) . Enfin, cette methode est 
particulidrement gconomique. 

Selon un mode de realisation pr6f6r€, la methode de criblage 
selon 1' invention est caractiris^e en ce que le gSne ERG6 de 
la levure est inactive. Une des levures prSf^r^es pour la mise 
en oeuvre de cette mSthode est Saccharomyces cerevislae. 

15 Avantageusement, I'etape a. de la mSthode de criblage comporte 
en outre I'ajout d'une dose sub-efficace de chlorure de 
guanidium . 

La methode peut ggalement comporter les etapes suivantes : 
20 e. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6^C, 

et/ou, 

f . realisation d'un test de criblage secondaire. 



L' incubation a 2-6«>C permet d' accentuer le contraste des 
25 colorations des colonies. 

Pr^ferentiellement, le test de criblage secondaire pourra 
comporter les €tapes suivantes : 

- construction d'une souche de levure dans laquelle le 
30 ggne ADE2 est sous le contr61e du promoteur du gdne 

DAL5 

. realisation des etapes a. a e. de la methode de 
criblage selon 1' invention, I'etape a. comportant en 
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outre I'ajout d'une dose sub-efficace de chlorure de 

guanidium. 

Un tel crible secondaire permet de tester tr^s rapidement si 
5 les molecules Isoldes lors du crible primaire peuvent avoir un 
effet ggn^ral sur les prions chez la levure. En effet, les 
g^nes SUP35 (responsable du prion [PSJ-M ) et URE2 (responsable 
du prion [URE3V codent pour des enzymes ayant des fonctions 
totalement diff^rentes et dont les sequences primaires sont 
10 tres _§loign^s . ^ ^ 

L' invention couvre ggalexnent les molecules Isoldes par la 
mSthode de criblage selon 1' invention. 

15 En particulier, la mSthode de criblage a permis d' isoler des 
agents anti-prion ayant la formule (I) suivante : 




(I) 



20 dans laquelle R' est un groupement H, NH„ NHR^ ou R est une 

chaine alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 a 10 
carbones, ramifiee ou non, 
X represent e F, Cl, Br, I, CF3, SR^ OR^ OH, NOa, 
COR^ CONH2, COOH, C00R\ ou R^ est un groupement 
25 alkyl de 1 a 4 carbones, de prgf^rence CH3. 

p et n, identiques ou diff brents, ^galent 0, 1 ou 
2, 

q 6gale 0 ou 1 . 
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Elle vise plus particulidrement les agents anti-prion de 
formule (II) : 



{X)p 




3 



(II) 



2 1 10 9 

5 

dans laquelle R* reprSsente un groupement H, NH2, NH- {CH2) 3- 

N(CH3)2, NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2, 
X represents F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou diff^rents, egalent 0, 1 ou 
10 2 . ' 

I 

Certains composes de cette fatnille sont particuliSrement 
act if s. II s'agit de la ph^nanthridine et de la 6- 
aminophenanthridine , ainsi que de leurs derives chloires, en 
15 particulier lorsque le chlore est plac^ en position 8, 9, 10, 
de pr^f^rence, en position 10 (voir dans les exemples qui 
suivent) . 



L' invention couvre en particulier les agents anti-prion de 
20 formule (III) : 
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dans laquelle R repr^sente un groupement H, NH2, NH-(CH2)3- 
N (CH3) 2 , NH-CH (CH3) - (CH2) 3-N (CH2-CH3) 2, 
X represents F, Cl, CF3, 

p et n, identiques ou diff brents, ggalent 0, 1 ou 
2 . 

Cette famine de molecules, appel§e « Kastellpaolitines r> par 
les inventeurs, possdde a un degr^ plus ou moins fort 
1' activity anti-prion recherchee. En particulier, les derives 
chlorSs de cette famille sent particuli§rement ef f icaces . Les 
~ merileur¥5*~^f i6a5i t €s --s-5nt- "oBeenues " rorsque™ le - chlore- -est - 
place en position 2, 3, 4, de preference, en position 4 (voir 
KPl dans les exemples qui suivent) . 

15 Pref erentiellement , dans les formules (II) et (III)/ R' 
represente NHj. En effet, une trds bonne actiyite des molecules 
a ete constatee lorsque R' represente NH2. 

Les agents anti-prion selon 1' invention sont particulierement 
20 utiles pour I'obtention d'un medicament destine a prevenir 
et/ou a traiter les maladies neurodegeneratives, en 
particulier de type a agregation de proteines, telle que les 
encephalopathies spongiformes, les maladies d' Alzheimer (tau) , 
Parkinson"' (synucieine a) et de Huntington "(huntingtine) ... Ces 
25 medicaments peuvent §tre k visee humaine ou veterinaire, en 
particulier pour des animaux domestiques (vaches, moutons, ...) 
ou sauvages (lynx, cervides tels que biches, eians, ...) 

D'aucres caracterist iques et avantages de 1' invention 
30 apparaltront dans les exemples ci-dessous et en se referant 
aux figures suivantes : 

- la figure 1 sc-. rapporte a la faisabilite du crible, 

- la figure 2 illustre le protocole de criblage. 




- la figure 3 est relative k I'isolement des 
Kastellpaolitines, de la ph^nanthridine et §l leur 
relation structure/act ivite, 

- la figure 4 se rapporte §l la determination de 
1' activity des dSrivees de la phenanthridine, 

la figure 5 presente les resultats des tests de cure 
liquids, 

- la figure 6 se rapporte au crible secondaire base 
sur le prion [URE3] , 

- la figure 7 dSmontre la validation du test avec la 
chlorpromazine, la quinacrine et le verapamil, 

la figure 8 presente les resultats de I'effet de KPl 
sur le prion mammifSre dans un module in vitro, et, 

- la figure 9 est relative a une etude 
structure/activite r^alis^e sur la molecule de 
formule generale (II) . 

Exemple 1 : Realisation du crible. 

1. Materiel et methodes 

Organismes {Saccbaromyces cereviaiae) et xnilieu:x: de culture 
La souche de levure haploide [P'Srj+] 74-D694 (Mat a, adel'-14, 
trpl'289, his3-A200, ura3-52, Ieu2-3,212) a etS utilisSe dans 
la mise au point de la m^thode de criblage. La souche utilis6e 
est dite « Strong » car elle presente un phenotype bien marque 
lorsque le facteur de terminaison de la traduction Sup3 5p est 
sous une forme prion ou agregee. 

Afin d'augmenter la penetration des inhibiteurs, les 
inventeurs ont modifie genetiquement cette souche en y 
introduisant une mutation du gene ERGS. Ce gdne intervient 
dans la biosynthese de 1 ' ergosterol , composant de la parol 
cellulaire des levures. La mutation a ete r^alis^e par 
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insertion au niveau du site chromosomique du gene ERG6 d'une 
« cassette de deletion » correspondant au gene marqueur TRPl 
flanque par des sequences en ADN se trouvant en amont et en 
aval de la phase codante du gdne ERG6 . Cette cassette a €te 
produite par PGR en utilisant le plastnide pFASa-kanMXe comme 
matrice et les oligonucleotides 0BMIO6O (5') et 0BMIO6I (3') 
conune amorces. Les cellules de levure 74-D694 « Strong » ayant 
int^grS la cassette de deletion (souche appelee STRg6, d^pos^e 
a la CNCM le 10 octobre 2002 sous le num^ro 1-2943) sont 
celles qui se developpent sur milie\ax minimum dSpourvu en 
t irypt ophane . La mut at ion AergeT: TRpl " a"" 'ensuTi t e * ^te — ver i-f iee- 
par PGR en utilisant I'ADN genomique de la souche STRg6 comme 
matrice et les oligonucleotides oBMlOBO {5') et oBM1063 (3') 
comme amorces. 

Les amorces PGR utilisees present ent les s6c[uences en 
nucleotides suivantes : 

0BMIO6O 5' CGATTTAAGTTTTAGATAATTTAftjyiAAACAAGAATAT^ 

TAGGCAGCATAAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3' (SEQ ID N°l) 

oBMl 061 5 ' CTGGATATATAGGAA?^TAGGTATATATCGTGCGCTTTATTTGAATCTTAT 

TGATCTAGTGAATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3' (SEQ ID N<>2) 

0BMIO3O 5' GGTACCTCGTTCCCGTAC 3' (SEQ ID N«'3) 

OBM1063 5' CAGTCAGAAATCGAGTTCCA 3' (SEQ ID N*'4) 



Sauf indication du contraire, les souches de levure sont 
cultivees a 30°C dans du milieu riche (YPDi};) ou dans du milieu 
minimum, Lorsque ce n'est pas explicitement specif ie, les 
pourcentages correspondent a un rapport masse/volume. La forme 
gelosee est obtenue par ajout d'agar a 2%. 

YPDtjr : 1% d' extra it de levure (Fisher®), 2% de peptone (Gibco®) 
et 2% de glucose ; 

Milieu anainimvm : 0,175% de yeast nitrogen base without amino 
acid and axnmonium sulfate (Difco®) , 0;75% de sulfate d' ammonium 
et 2% de glucose. Ce milieu est amene a pH 6 . Afin de 
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compenser les ^ventuelles auxotrophies , ce milieu peut etre 
compl^t^, aprds sterilisation, par ajout d'acides amines 
(0,002% de L-Histidine et/ou 0,004% de L-Leucine et/ou 0,003% 
de L-Tryptophane) ou de bases azotees (0,0025% d'Uracile et/ou 
0,008% d' Adenine ) - 

Methode de criblage de substances S activite anti -prionesque 
(« Prion Halo Assay ») 

La mSthode de criblage elaboree est basee sur le principe de 
10 I'antibiogramme. En effet, les composes a tester sbnt d^posis 
sur un disque en papier filtre sterile, lui-meme deposS sur 
une boite de milieu YPDilr solide contenant 0,2 wM de chlorure 
de guanidium pr^alablement enseraehcie avec environ 10^ cellules 
de la souche STRg6 afin de r^aliser un tapis de levure. 
15 L' ajout d'une faible quantity de chlorure de guanidium (0,2 
trM) , dose sub-ef f icace pour curer les prions chez la levure 
(la dose eff icace gtant de I'ordre de 1 a 5 mM) permet 
d'augmenter la sensibility du test (voir la partie R^sultats) . 
Les boxtes carries de 12 cm de c6t€ sont ensuite incub^es 3 
20 jours a 23,50c pour permettre 1' apparition et la croissance 
des colonies de levures . Ces boites sont ensuite stockees 3 
jours a 4°C afin d'accentuer le coloration rouge presente 
autour des disques imbibes de substances actives sur la forme 
prion de la proteine Sup35p. La comparaison avec Tes t^moins 
25 nSgatifs (dgpdt du solvant des inhibiteurs testes) et positif 
(d€p6t d'une solution de chlorure de guanidium a 300 mM, 
provoquant une Elimination efficace des prot^ines Sup35p sous 
une forme prion) permet de juger de I'efficacite d'un compost. 
La figure 2 illustre le protocole de la m€thode de criblage : 
30 (1) Culture de la souche STRgS ; (2) D^pdt et Etalement avec 
des billes de verre steriles de 3 & 4 mm de diamdtre, 
d' environ 10"' cellules en phase exponentielle de croissance sur 
une boite de milieu solide YPDi|f contenant 0,2 mM de chlorure 
de guanidium : constitution du "tapis" de cellules ; (3) 



10 



15 



20 



15 

D€p6t des disques de papier filtre st^riles selon un 
quadrillage permettant 1' analyse de 32 composes (t#moins 
inclus) et d4p6t de 20 \il maximum de chacun des produits a 
tester ; (4) Incubation ; (5) Num€risation du r^sultat 
obtenu ; (6) Example presentant I'isolement d'un compost 
pr€sentant une forte activity anti-prion. 

Synthese de ll-aminodibenzo [b, f ] [1,4] thiazepines et de la 6- 
aminophenanthridine 

Les il-aminodibenzo[b,fl [l,4]thiazgpines, appel€s encore 
~Kastelipao\'itines, 'peuv^ priparis en une seule 6tape. 

La synthase de ces produits a dSjS 6t6 dScrite dans la 
publication de Mettey et al . , 1997. 



2 . Resultats 



Principe et faisabilite du crible 

Le chlorure de guanidium, le seul produit connu pour curer 
efficacement les prions chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae, a servi non seulement de t€moin positif tout au 
long du criblage, mais aussi pour gtudier la faisabilite de la 
m^thode ainsi que pour la raettre au point. Le chlorure de 
—gu-anidium cure efficacement les differents prions de levure a 
25 une dose comprise entre 1 et 5 mM (Fernandez-Bellot et Cullin, 
2001) . Dans ces conditions, la cure necessite une presence 
constante de ce produit pendant six a dix generations en phase 
exponentielle de croissance compromettant la faisabilite du 
crible sur boite tel que les inventeurs souhaitaient le 
30 r^aliser. 



La figure 1 montre la faisabilite du crible. 

Les trois panneaux de gauche : une souche [PSJ+1 est cultiv^e 
pendant 48H en presence de chlorure de guanidium a 5 raM (avec 




0,2% DMSO final) ou, corame controle avec seulement 0,2% DMSO 
final- A T = 0, puis toutes les 24H, une goutte de 10 jiL 
(environ 10* cellules) est dSposee sur une bo£te de milieu 
riche. La cure au chlorure de guanidium conttnence §. avoir un 
5 effet aprds 24H de traitement , soit aprds 6 generations 
environ (une coloration rosee commence a apparaitre) • Au bout 
de 48H, soit apres 12 generations environ, la goutte de 
cellules pr^sente une coloration nettement rouge, signe d'une 
cure complete des cellules [PSJ+] . 
10 Le panneau du milieu : quelques cellules sont prelevees a T = 
48H et sont striees sur un milieu frais. Elles forment presque 
toutes des colonies rouges dans le cas de la cure au chloirure 
de guanidium. 

Le panneau de droite : ces meme cellules sont culottees au 
15 fond d 'un tube Eppendorf apres culture liquide. Dans le cas de 
la cure au chlorure de guanidium, elles forment un culot 
rouge . 

La premidre ^tape a done consiste S determiner si le chlorure 
20 de guanidium pouvait avoir un effet visualisable sur bolte sur 
des cellules [PSJ+3 avec le systeme de pastilles a 
antibiogramme . Une fois cette etape realisee, les inventeurs 
ont mis au point les conditions optimales de temperature, de 
milieu, de densite ainsi que de type cellulaire ^ utiliser 
25 (figure 2) • La souche presentant la meilleure sensibilite est 
la souche STRgS cultivee t 23,5 et en presence de 200 de 
chlorure de guanidium. En effet, 1 ' introduction d'une dose 
sub-efficace de chlorure de guanidium dans le milieu peinnet 
d'augmenter la sensibilite du test. 

30 

Criblage d'une chiitiiotheque 

Des composes (environ 1000) ont ete passes au crible en 
utilisant les conditions optimisees par les inventeurs (figure 
2) . Sur chaque bolte, 15 ^il de DMSO sont deposes sur le filtre 
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en haut h gauche (temoin n^gatif) et 15 nl d'une solution de 
chlorure de guanidium en solution h 300 nM dans le DMSO 
(temoin positif) sent deposes sur le filtre en bas k droite. 
Le mgme volume (15 ^il) de chacun des produits de la banque 
5 (tous en solution a 10 mM dans le DMSO) est depose sur les 
f litres restants (trente par grande boite de P^tri carree) . Un 
signal positif (visualisation d'un halo rouge autour du disque 
de papier filtre sterile sur lequel le produit est depose) a 
obtenu poxir cinq produits. Ces produits correspondent a 

10 guatre molecules "^f^^. .. . . ^f-^^.f^^ 

«c Kastellpaolitines » par les inventeurs, et a une cinquiSme 

bien connue : la ph^nanthridine . 



15 B^cemple 2 : Jdentifi cation des Kaste llvaolitines — et — de la 
pbenanthrxdine . 

Les structures chimiques des Kastellpaolitines et de la 
ph^nanthridine sont prSsent^es dans la figure 3B. Le panneau 

20 3A montre xane analyse comparative de la taille des halos 
rouges obtenus respect ivement avec 1' ensemble de ces molecules 
(toutes d^posSes en quantity equivalentes : 15 M-l d'une 
solution a 1 0 mM d ans . le DMSO) . Cette experience ._permet de 
comparer I'activite relative de chacxin de ces produits. Le 

25 plus act if est la Kastellpaolitine 1 (ou KPl) suivi par la 
phenanthridine . 



Synthese et test de la 6-aiciinophenanthridine 
30 Une analyse comparative de la phenanthridine d'une part, et 
des Kastellpaolitines d' autre part montre plusieurs points 
commons entre ces deux groupes de molecules (figure 3) . Les 
diff^rentes molecules y sont classSes de la moins active ^ la 
plus active et leurs formules respectives indiquSes. Toutes 
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sent tri-cycliques, le cycle central contenant dans tous les 
cas un azote en double liaison avec un carbone adjacent. Par 
contra, chez toutes les Kastellpaolitines, le carbone du cycle 
central qui est en double liaison avec cette azote porte un 
rroupement amino, ce qui n'est pas le cas pour la 
ph^r^nthridine. Cette observation a conduit les inventeurs a 
vouloir tester la 6-atninoph€nanthridine . 

La 6-aminoph6nanthridine peut 6tre prepare selon le mode 
optotoire mis au point par Kessar et al, 1969. 

La 6-.aminophSnanthridine a done 6t6 pass^e au crible selon 
1' invention, en comparaison avec les Kastellpaolitines 1 (KPl) 
et 5 (KP5) ainsi qu'avec la phenanthridine . Le rfisultat est 
trds net : la 6 -arainoph^nant Uridine est encore plus active que. 
les Kastellpaolitines et que la phenanthridine. • 

La figure 4 illustre les r^sultats de cette comparaison 
1' activity de la 6-aminophenanthridine a ^te d^termin^e sur. 
boite et comparee a celle de la phenanthridine. Pour toutes 
les molecules, la mSme quantite est dSpos^e (10 lal d'une 
solution li 10 mM) . Dans le cas du temoin positif (chlorure de 
qu anidium) , la solution utilis^e gta it k 3 00 mM. 



Par consequent, en greffant ce groupement amino, 
caract6ristique des Kastellpaolitines sur la phenanthridine, 
les inventeurs ont augment^ fortement I'activite de cette 
derniSre . 

En suivant la meme demarche, les inventeurs ont ensuite ajoute 
un chlore en position 8 dans la 6-aminophenanthridine (6AP) 
pour produire la 6-amino-8-chlorophenanthridine (6A-8CP) . 
Cette modification a de nouveau augmente I'activite du 
compose. Finalement, le chlore en position 8 a ete remplace 
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par un groupe trif luorom^thyle pour donner la 6-amino-8- 
trifluorom^thylph^nanthridine (6A-8tFP) . Comme le montre la 
figure 4, cette derni^re modification a conduit a une 
augmentation supplementaire de 1' activity et la 6A-8tFP 
5 reprisente actuellement un des composes les plus actifs. 
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20 
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arible efc le chlorure die a uanxdxxm. 

' Tout'es' les "molecules actives "bnt 6t6 Isolees- dans un- milieu- - 
contenant une faible dose de chlorure de guanidium (200 / 
dose ef f icace = 4 mM) . Ce parti pris ^tabli lors de la mise au 
point du crible r#pondait au souci d'augmenter la sensibxlxte 
(et done le seuil de detection de la m^thode) . L'effet des 
molecules dans des milieux contenant plus (500 m) de chlorure 
de guanidium ou n'en contenant pas, a par la suite M 
observe. La ph^nanthridine est toujours active sur un milieu 
sans chlorure de guanidium, mais son activite augmente 
fortement en fonction de la quantite de chlorure de guanidium 
(pourtant en dose nettement sub-eff icace) dans le milieu. Ce 
r^sultat indique une synergie d' action entre le chlorure de 
guanidium et la phSnanthridine. Le mSme r^sultat a 6t6 obtenu 
pour toutes les autres molecules Isoldes par les inventeurs 
(les Kastellpaolitines, la 6-aminophgnanthridine et ses 
derives) . 



30 ExemvlB 4 : Verification de la c ure en milieu lic^ide 

Les inventeurs ont ensuite voulu determiner si les halos 
rouges observes dans le test levure correspondaient bien a de 
la cure du prion [PSI+] et non pas a un artefact (par exemple 




ces halos rouges pourraient §tre dus a \ine inhibition directe 
de la chaine de biosynth^se de 1' adenine par ces molecules, ce 
qui conduirait a une accumulation de I'AIR) . Si ces molecules 
curent ef f icacement le prion [PSI+] , un traitement en culture 
5 liquide de cellules [PSI-h] suivi d'un lavage desdites cellules 
doit leur permettre de foarmer des colonies rouges sur un 
milieu gelose ne contenant plus les molecules. Ces tests ont 
ete r^alis^s avec la 6-aminophenanthridine sur la souche 
« strong » sauvage 74~p694. 

10 

Les conditions de cure en milieu liquide sent les suivantes : 
une souche [PSX+1 est cultivee pendant 5 jours en milieu 
liquide en presence des quantites indiquees des differents 
produits (voir figure 5) . Toutes les 24K, une fraction 
15 aliquote est lav6e en milieu vierge de tout produit et deposee 
sur un milieu g61os6 solide (lui aussi vierge de tout produit) 
qui est.traite ensuite comme indiqu6 en figure 2. 

Comme montr6 dans la figure 5, la 6-aminophSnanthridine est 
20 capable de curer partiellement le prion [PSX+] dans un nombre 
significatif de cellules. L'efficacit^ de cure peut etre 
notablement augmentee en rajoutant une dose sub-efficace (100 
IxM) de chlorure de guanidium dans le milieu de culture. Dans 
une telle cure liquide, le meme effet synergique que celui 
25 observe dans le test sur boite est egalement retrouve. 

ExemplB 5 : Mlse au point et utilisation d^vm cxible 
coloriiaStrl^e secondalxre base sur l^utilisation de [XSRE3]r un 
30 autre prion de levure 

Un autre test rapide sur boite a 6t€ .realise, base sur un 
autre prion de levure : [URE3] . Ce test const itue un crible 
secondaire qui permet de generaliser 1' effet des produits 
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Isolds lors du crible primaire a un autre prion de levure. De 
la sorte, il est possible d'^carter les molecules actives 
uniquement contre le prion tPSJ+] et done moins int^ressantes 
car d'un effet non general. 

5 

Pour le prion [URE3] la souche haploide utilis^e est CC34 (Mat 
a, trpl-1, ade2-l, leu2-3,112r hi33-ll,15, ura2::HIS3). 

La souche WT34 qui a servi pour le crible secondaire a 6t.6 
10 construite S partir de CC34, souche dans laquelle la phase 
" 'coda^te du gdne DALS a it^'remplacge' par'beXre Hu- ggh^ ' 
utilisant la mSme methode que celle utilisee pour la 
construction de la souche STRg6. Pour cela une cassette de 
deletion correspondant au gene ADE2 flanqu6 par des sequences 
15 en ADN se trouvant en amont et en aval de la phase codante du 
gSne DALS a #t6 produite par PGR en utilisant de I'ADN 
g§nomique de la souche haploide BY4742 (Mat a, his3Al, leu2A0, 

lys2A0, ura3A0) comme matrice et les oligonucleotides : 
ACAACAAAACAAGGATAATCAAATAGTGTAAAAAAAAAAATTCAAGATGGATTCTAGAACAG 

20 TTGG (SEQ ID N»5) (5'), et, 

TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTCACCACTATTATTACTTGTTTTCTA 

GATAAGC (SEQ ID N^S) (3') comme amorces. 

La mutation .dais r.-ADjB2 a ensuite €z6 v^rifige par PGR en 
utilisant I'ADN ggnomique de la souche NT34 comme matrice et 

25 les oligonucleotides : 

ATAGTGTCTGCTCATAG (SEQ ID N"?) (S'), et, 

GCTTACAGAAATTCTAG (SEQ ID N«8) (3') comme amorces. 

La souche NT34 (Mat a, trpl-1, ade2-l, leu2-3,112, his3-ll,15, 

ura2::HIS3, dal5::ADE2) a €t€ deposee a la GNCM le 10 octobre 

30 2002 sous le numero 1-2942. 



Ce crible est bas€ sur le mgme systeme colorim^trique que le 
crible primaire. Dans la souche de levure NT34, le gdne ADE2 
n'est plus sous controle de son propre promoteur, mais sous 
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celui du g^ne DAL5. Lorsque la prot^ine Ure2p est sous forme 
prion ( [C7RB33 ) , la transcription a partir du promoteur du gene 
DAL5 est activ^e done le g^ne ADE2 est exprimg, done les 
souches sont blanches et autotrophes pour 1' adenine. Lorsque 
la protgine Ure2p est sous forme normale ( ture3-0] ) , la 
transcription a partir du promoteur du g^ne DAL5 est rgprim^e 
done le gene ADE2 n'est pas exprimg, done les souches sont 
rouges et auxotrophes pour 1' adenine. Lorsque la souche NT34 
est trait^e avec 5raM de chlorure de guanidium pendant une 
dizaine de generations, elle forme des colonies rouges (comme 
attendu et comme le ferait la souche [PSI+] utilisee pour le 
criblage primaire) . Comme on peut 1' observer sur la figure 6, 
la ph6nanthridine et la e-aminoph^nanthridine provoquent 
1' apparition d'un halo rouge lorsqu'elles sont d^pos^es sur le 
petit filtre lui-mime d6poa€ sur le tapis de cellules 
prSalablement gtal^es sur le milieu nutritif g^lose {m§me . 
precede • que pour le crible primaire, voir figure 2) . Ce 
resultat suggdre que ces produits sont egalement actifs sur le 
prion [URE3] . II est k noter, toutefois, que ce crible 
secondaire est nettement moins sensible que le crible 
primaire. II est done tr^s utile pour observer rapidement si 
I'effet des molecules isoiees lors du premier crible est 
generalisable a d'autres prions de levure mais en aucun cas il 
ne saurait" se~sujDstituer au crible primaire . 

Afin d'augmenter la permSabilite cellulaire, la sequence 
codante du g^ne ERG6 a egalement ete remplacee par celle du 
gdne TRPl. Dans cette souche (SB34) , la transcription de ADE2 
depend done de I'etat de Ure2p : si Ure2p est inactive par un 
mecanisme prionique (cellules [URE3] ) , le g^ne ADE2 est 
transerit activement alors que dans les cellules [ure3-0] , il 
ne I'est pas. Done, les cellules [CZRB31 de la souche SB34 
formeront des colonies blanches alors que les cellules [ure3- 
0] formeront des colonies rouges, Du fait que cette souche 
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contient toujours I'all^le ade2-l, il a et^ envisage que cette 
souche pourrait gtre [PSJ+3 , de sorte que la coloration rouge 
pourrait Stre due au curage de [PST-.] plut6t que de tURB33 . 
cette possibility a ete exclue en v^rifiant par cytoduction et 
conjugaison que la souche est bien [OKB3] . En plus, la 
sequence codante enti^re du gene ade2-l a €t6 pour 
donner la souche NT35. Cette souche a egalement form^ des 
colonies blanches, d^montrant de nouveau qu' il s'agit bien de 
[URE31 . 

La souche SB34 a ^t^ construite en retnpla?ant le gene 
ERG6 dans CC34 par att^>lif ication PCR du marqueur TRPl . et en 
retnplagant la region codante du gSne DAL5 par le g^ne ADE2 en 
utilisant une m^thode bas^e sur la PCR par d^l^tion du gSne 
ERG6 avec les amorces ( 5 ' - ACAACAAAACAAGGATAATCAAATAGTGTAAAAAAA 
AAAATTCAAGATGGATTCTAGAACAGTTGG-3') (SEQ ID n°9) et 342 (5'- 
TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTCACCACTATTATTACTTGTTTCTAG 

ATAAGC-3') (SEQ ID N°10) , Ce reTtiplacement de gSne a 6te 
ensuite confirme par croissance sur le milieu SD-Ade, en 
1' absence de croissance sur le milieu USA (comme pr^vu pour 
une souche dalS^) et par PCR analytique sur I'ADN genomique. 
Le phinotype [URE3] de cette souche a et^ v^rifi^ par 
cytoduction : parmi 30 cytoducteurs , 26 ont St^ capables de 
croltre' sur le milieu USA, montrant qu'il s'agissait de 
5 tCJRB3] . La souche NT35 a 6t6 construite en rempla<?ant le gene 
ade2-l dans la souche SB34 par le marqueur KanMX amplifi^ par 
PCR et en v^rifiant le remplacement rSussi du gdne par PCR 
analytique sur I'ADN ginomique. 

30 S^^nlB 6 : Verificatio n la cure de [URE3 ] en mlllsu 

Deux types d' experiences ont 6t€ menes afin de verifier que 
I'effet observe sur boite avec la souche correspond bien 

a de la cure. Tout d'abord, des cellules dans les zones 
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environnant les filtres ont ^te rScup^r^es pour le temoin 
nigatif (DMSO) , positif (chlorure de guanidium) pour la 
ph^nanthridine et pour la 6-aminoph^nanthridine , Ces cellules 
ont ensuite M strides sur vxi milieu frais exempt de toutes 
jes molecules. Les cellules ricup^r^es autour des filtres 
forment toutes des colonies rouges, a 1' exception de celles 
recolt^es autour du temoin nggatif- Ce r^sultat montre que la 
coloration rouge observee sur bo£te pour la souche NT34 
correspond bien h une cure et non a un artefact 116 a une 
inhibition d'une enzyme de la, voie de biosynthdse de 1' adenine 
(dans ce cas, la coloration rouge serait perdue sur un milieu 
sans inhibiteur) . ef f et de cure de la ph6nanthridine et de 
la 6-aminoph6nanthridine a ggalement M vgrifie directement 
sur le prion [KRE3] . Des cellules [URE3] de la souche CC34 ^ 
poussent sur un milieu appelS USA alors que des cellules,, 
curves {[ure3-03) sont incapables de pousser sur ce milieu.^ 
Les inventeiirs ont examine la capacit.^ de cellules [URE3] 
traitSes par 200 |^ de chlorure de guanidium (temoin n^gatif ) , 
par 5 mM de chlorure de guanidium (temoin positif) ou par- 
diff ^rentes doses de 6-aminoph6nanthridine (seule ou en; 
combinaison avec 2 00 \iM de chlorure de guanidium) a pousser sur 
un milieu USA. La 6-aminophenanthridine est capable de curer 
le prion [URB3} de f agon significative et, tout comme po ur le 
prion [PSI+] , cet ef fet est accentue par une f aible dose de 
chlorure de guanidium (200 ^iM) . Ces rSsultats, outre le fait 
qu'ils valident le crible secondaire avec la souche NT34, 
sugggrent que I'effet des inhibiteurs mis en Evidence par 
ledit crible devrait §tre g6n6ral sur tous les prions de 
levure . 
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Exemvle 7 : Validation da criJb l e avec deux molecules actives 
^nr le prion des maxtmif^rea PrP : la chlox-promazine et la 

guinacjrijate 

Le laboratoire de Stanley Prusiner, p§re de I'hypothdse 
.c proteine seule » et prix Nobel en 1997, a isol6 un certain 
nombre de molecules actives sur le prion de manunifSre PrP 
grace Si un systeme de cellules murines (neuroblas tomes) 
chroniquement infect^es par le prion PrP== (Korth et al., 
2001). Ce systeme, de par sa lourdeur et sa complexity, ne 
permet pas un criblage massif comme celui mis au point par les 
inventeurs. Aussi I'approche du groupe de Stanley Prusiner a- 
t-elle gtg de tester une a une, parmi des molecules d^jS 
utilis^es comme medicaments, celles qui passent la barridre 
h6mato-enc6phalique. Certaines molecules, comme notamment la 
quinacrine (utilis^e comme anti-paludeen depuis longtetnps) ou 
la chlorpromazine (un anti-d6presseur) presentent une activite 
notable dans leur systeme, De fagon a valider le crible, les 
inventeurs ont done test6 la chlorpromazine et la quinacrine 
dans leur systeme levure . Comme montrg dans la figure 7, ces 
deux molecules prSsentent une certaine activity centre le 
prion [PSI+] . II faut toutefois noter que leurs activitgs sont 
nettement infSrieures a celle de la 6-aminophenanthridine . On 
peut 6galement relever que la chlorpromazine et la quinacrine, 
tout comme I'enseirioTe "des molecules mis en evidenc5^par 
1' invention, presentent une forte synergie d' action avec le 
chlorure de guanidium (Sur la figure 7, le milieu utilise 
contient 200 jiM de chlorure de guanidium) . Ce dernier rSsultat 
suggere que ces deux molecules agissent sur la mSme voie 
biochimique que les molecules isol^es selon 1' invention. 

Par ailleurs, il est int^ressant de noter que la quinacrine, 
dont 1' activity est environ dix fois sup^rieure a celle de la 
chlopromazine dans le test du Pr. Prusiner, pr^sente ggalement 
une activity nettement superieure k celle-ci dans le crible 
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mis au point par les inventeurs. En outre, tout comme dans le 
test du Pr. Prusiner, la chlorpromazine et la quinacrine 
n^cessitent un traitement prolong^ (au moins 6 jours dans le 
cas du test du Pr. Prusiner, au moins deux a trois jours dans 
le cas du crible selon 1' invention) avant de d€celer une 
activite . 

De plus, les inventeurs ont determine 1' activity, dans le test 
selon 1' invention, d'autres molecules Isoldes grace au test 
bas€ sur les neuroblastomes de souris, mis au point par le Pr. 
Prusiner. II a 6t€ trouv# une bonne correlation entre les 
rSsultats obtenus dans les deux systSmes : 1 ' ac6promazine qui 
s'est r^v^l^e etre legSrement active dans le syst^me mammifere 
a 6galement pr^sente une faible activite dans le test selon.. 
1' invention et les molecules inactives dans 1' analyse sur les^ 
tnammifSres cotnme " la carbamaz^pine , 1' imipramine,;^ 

I'halopgridol, le chloroprothixSne ou le bleu de ra^thyl^ne ont^ 
et^ ^galement inactives dans le test. -a. 

La quinacrine a ete egalement d^crite comme inhibiteur de la 
resistance multiple aux medicaments (MDR) . Pour tester si son 
effet anti-prionique pourrait concerner ce m^canisme (qui est 
compatible avec 1- effet synergique du GuHCl) , nous avons 
evalui 1' effet curat if putatif d'un inhibiteur g^ngral "de MDR 
efficace, le v6rapamil . Comme le montre la figure 7, bien 
qu'une concentration forte de ce medicament ait 6t6 utilis#e, 
concentration proche de la toxicity, aucun effet curatif n'a 
pu Stre deceie. 

Toutes ces correlations entre 1' activite de la quinacrine et 
de la chlorpromazine selon le test ou le crible utilise 
permettent de valider 1 ' utilisation de la methode selon 
1' invention pour rgaliser des criblages haut debit en vue 
d'isoler des molecules susceptibles de constituer des 
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medicaments efficaces (sur les mammifdres et en particulier 
sur I'homme) contre des maladies neurodegeneratives impliquant 
des agregats proteiques, de type encephalopathies 
spongiformes, maladies d' Alzheimer, de Huntington-. 

Exemple 8 : Analyse de 1^ inhibition de la PrP^^ dans les 
cellules ScN2a.-22L 

Des cellules de neuroblastome de souris infect^es par le 
prion de la tremblante du mouton (ScN2a-22L) ont ete utilisSes. 
Les cellules ont 6te cultiv^es dans des flacons de 25 cm* en 
presence ou absence des composes pendant plusieurs jours, 
Ensuite, les proteines ont €t6 extraites des cellules ScN2a- 
22L par lyse cellulaire dans 500 (il de tampon de lyse (50 raM 
de Tris HCl pH 7 , 5 ; 15 0 mM de NaCl, 0,5 % de desoxycholate de 
sodium ; 0,5 % de Triton XlOO) . AprSs normalisation des 
proteines avec le kit Uptima Interchimr les quantites ajustees 
de lysats cellulaires ont ete dig§rees par la proteinase K a 
20 /xg/ml (Eurojbio) pendant 40 min a 37°C, Les lysats ont ete 
centrifuges ensuite pendant 90 min a 20 000 x g et le culot a 
6t€ resuspendu dans 2 5 /il de tampon denaturant (1 X Tris- 
Glycine ; 4 % de SDS, 2 % de p-mercapto§thanol ; 5 % de sucrose 
et du bleu de bromophSnol) et chauffS pendant 5 min & 100 °C 
avant analyse par Western blot selon le protocol e standard en 
utilisant I'anticorps monoclonal de souris anti-PrP SAF83 
(fourni par SPISIO, Massy-Palaiseau, France) . Les 
pourcentages d' inhibition de la formation de PrP^^ resistant §i 
la proteinase K ont ete calcules en utilisant le NIH lma.ge J ; 
1' inhibition de 1 ' accumulation de la PrP®^ a ete de 96 % pour 
la chlorpromasine (Chlor.) et 70 % +/- 6 % pour la KPl . 

Deux des composes selectionnes (KPl et 6AP) ont ete testes 
dans ce systeme mammif*§re. Comme le montre la figure 8, la KPl 
a ete capable d' induire une diminution significative de 



1' accumulation de prion mammifere a une dose sitnilaire a celle 
utilisee pour la chlorpromazine (5 iM) . Au bout de 7 jours de 
traitement, 70 % de la PrP^^ resistant a la proteinase K ont 
disparu (puits 1 a 3) compare a\ix cellules non trait^es (puits 
4 et 5) . Get effet significatif a 6t6 probablement sous-estimS 
puisque les cellules trait^es avec le solvant des composes 
seul (DMSO 0,01 %) ont montr4 une hausse significative et 
reproductible en PrP^*' resistant H la proteinase K (puits 6) . 
Le m§me effet sur 1' Elimination de la PrP^= a Ete obtenu avec 
10 la SAP a 2 et 4 AIM. 

Ces rgsultats valident done 1 'utilisation du test de criblage 
selon 1' invention basE sur la levure pour isoler les composes 
ant i -prions puisque la quinacrine et la chlorpromazine ont 6t6^- 
15 detectees en utilisant cette analyse et que la KPl et 6AP ont^ 
ete egalement efficaces pour favoriser 1 ' elimination du prionVj 
mammifere in vitro, 
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Exemple 9 : Etude structure/ act ivlte 



Dans le but d' etudier les differentes positions de 
substitution des molecules anti -prions isolees, les inventeurs 
ont realise une etude structure/activite sur la^ molecule de 6- 
aminophenanthridine . Les molecules de 2-fluoro-6- 

25 aminophenanthridine (2F-6AP) , 2-f luoro-S-amino-S-chloro- 

phenanthridine {2f-6A-8ClP) et 6-amino-7-chlorophenanthridine 
(6A-7C1P) ont ainsi ete obtenues par synthase chimique et leur 
activite anti-prion a ete detearminee en utilisant le test 
selon 1' invention. Les resultats obtenus sont repris par la 
30 figure 9. Les diametres des halos rouges obtenus etant 
proportionnels a 1' activite anti-prions des molecules 
deposees, les resultats indiquent que la presence d'un 
substituant de type halogene au niveau des positions 7 ou 8 
accroit 1' activite anti-prion des molecules de formules (II) 



29 

tandis que le mSme type de sxobstituant en. position 2 tend ^ la 
ditninuer . 
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Revendl c a t ions 

1. Kit de criblage de molecules h activite anti-prion, 
caract^rise en ce qu' il comporte en combinaison une levure de 

5 phenotype tPSJ+] avec un antibiogramme . 

2. Kit selon la revendication 1, caracterise en ce que le gene 
ERG6 de la souche [PSI+] est inactive. 

10 3. Kit selon la revendication 1 ou 2, caractSris^ en ce que la 
levure est ScLCcha^romyces cerGvisisLe. 

4. Kit selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caract^risg en ce qu'il comport e en outre un agent de curage 

15 des prions IL doses sub-ef f icaces . 

5. Kit selon la revendication 4, caractSrisg en ce que 
1' agent de curage des prions est le chlorure de guanidium. 

20 6. Methode de criblage de molecules a activite anti-prion, 

caract^ris^e en ce qu'elle met en oeuvre la levure de 
phenotype [PSJ+] et comporte les Stapes suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro 

b. dep&t des composes H tester selon la methode de 
25 1 ' ant ibiogr amme , 

c. incxibation pendant environ 2-4 jours a environ 20-25**C, 
et , 

d. analyse de la coloration des colonies cellulaires . 

30 7. Methode de criblage selon la revendication 6, caractSrisSe 
en ce que le gene ERG6 de la levure est inactive . 



8. Methode de criblage selon la revendication €, caracterisee 
en ce que la levure est Saccharomyces cerevisiae . 
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9. M6thode de criblage selon I'une quelconque des 
revendi cat ions 6 a 8, caract^ris^e en ce que I'^tape a. 
comporte en outre I'ajout d''une dose sub-efficace de chlorure 

5 de guanidium. 

10. Methode de criblage selon I'une quelconque des 
revendications 6 a 9, caracterisee en ce qu'elle comporte en 
outre les 6 tapes suivantes : 

10 e. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6**C, 

et/ou, 

f . realisation d'un test de criblage secondaire. 

11. Methode de criblage selon la revendication IQ^^ 
15 caracterisee en ce que le test de criblage secondaire comportp 

les Stapes suivantes : 

- construction d'une souche de levure dans laquelle 13 
gene ADE2 est sous le controle du promoteur du gene 
DAL5 

20 " realisation des etapes a. a des methodes selon 

les revendications 6 et 10, I'etape a. comportant en 
outre I'ajout d'\me dose sub-efficace de chlorure de 
guanidium • 



25 12. Agents anti-prion de * f ormule (I) 
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dans laquelle r' est un grbupement H, NH2, NHR , 



ou est une 



chaine alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 a 10 

carbones, ramifiee ou non, 
X represente Cl, Br, I, CF3, SCH3, OCH3, OH, 

NO2. COCH3, CONH2, COOH, C00R\ ou R^ est un 
groupement alkyl de 1 a 4 carbones, 

p et n, identiques ou differents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

q 6gale 0 ou 1 . 



13. Agents anti-prion selon la revendication 12, de formule 
(II) dans laquelle : 



R' represente un groupement H, NH2/ NH~(CH2)3- 

N{CH3)-2*;— NH-CH-(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3) 2r • 

X represente F, Cl , CF3, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 
2. 




2 1 10 9 



(II) 



14. Agents anti-prion selon la revendication 13, de formule 
(II) dans laquelle : 



(X), 3 
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-(X)n 



10 9 



(II) 



R' represente un groupement NHa, 
X represente F, Cl, CF3, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 
2 . 



15. Agents anti-prion selon la revendication 12, de formule 
10 (III) dans laquelle : 

R' 

^° /11 
9 .N=C, 1 




(III) 
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R' represents un groupement H, NH2, NH-{CH2)3' 
N(CH3)2/ NtI-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2/ 
X represente F, Cl, CF3, 

p et n, identiques ou diff brents, egalent 0, 1 
2. 



ou 



16. Utilisation des agents anti-prion selon I'une quelconque 

20 des revendications 12 a 15, pour I'obtention d'un medicament 

destine a traiter les maladies neurodegeneratives irapliquant 
des agregats proteiques- 




17. Utilisation selon la revendication 16, caracteris^e en ce 
que les maladies sont les encephalopathies spongif ormes, les 
maladies d' Alzheimer et de Huntington. 
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Figure 1 




Figure 2 




Figure 3 




Figure 4 




Figure 5 
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STRgS 

0.2 mM GuHCI 




Figure 7 



KP1 5 nM 
1 2 3 4 5 6 




Puits 1 a 3: KP1 - 5 

Puits 6: solvant DMSO (0.01%) 



Chlor. 5 uM 



kDa 7 8 9 10 11 




Puits 4, 5, 10, 11: cellules non traitees 
Puits 7 § 9: chlorpromazine - 5 ji.M 



Figure 8 
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Figure 9 
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